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Farkli geligme devresinde bulunan Swiss faresi
3T3 fibroblastlarinin glikoprotein profilleri galigilda.
CoZalan ve quiescent fibroblast kiiltiirleri, % 0.5 iyonik
olmayan deterjan Triton ¥ - 100 ile muamele edildikten
sonra, deter jana direngli materyaller poliakrilamid gel
elektroforezi ile ayristirildi. Poliakrilamid gel elek =
troforezi ile ayristirilmis materval, elektroforetik
olarak nitroseliiloz membrana transfer edildi ve blot,
peroksidaz bazli, Conconavalin A (Con - A), wheat germ
aglutinin (WGA), Ricinus communis aglutinin (RCA), Lotus
tetragonolobus azlutinin (LTA) ve Ulex europaeus (UEA
aclutinini gibi lektinlerie boyanarak, glikoproteinler
goriinir hale getirildi. ,

Con - A, her iki durumdaki hiicrelerde molekiil
agirligi 220 - kD, 175 - kD, 145 - kD, 85 - kD ve 70 -kD
olan glikoproteinleri bovadi. Nuiescent hiicrelerdeki 145
- kD glikoprotein, go#alan hiicrelerde farkedilmedi. (oZa-
lan hiicrelerdeki 85 - kD ve 70 - kD Con - A reaktif band-
lar, quiescent hiicrelerde daha zayif olarak boyanda.

WGA' nin quiescent hiicrelerde farkettisi 175 - kD band,
gofalan hiicrelerde bulunmamaktadir. GoZalan hiicrelerde en
goze g¢arpan WGA reaktif bandlar 85 - kD ve 70 - kD iken
bu bandlarin WGA reaktivitesi quiescent hiicrelerde “nemli
derecede azalmigtir. Gofalan hiicrelerdeki 68 - kD RCA re-
aktif band nuiescent hiicrelerde farkedilmedi. ‘

Anahtar kelimeler: glikoprotein, lektin, 3T3 fibroblast,
hiicre pgeligmesi.
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Glycoprotein: profiles of Swiss mouse 3T3 fibro-
blast at different stages of zrowth were studied. After
treatment of cultured growing and quiescent fibroblasts
with 0.5 % non - ionic detergent Triton X - 100, the de-
tergent -  insoluble materials were separated by polyac -
rylamide gel electrophoresis. The separated material was
transferred electrophoretically onto nitrocellulose memb-
rane and the glycoproteins of the cells visualized ' : by
staining the blot with peroxidese - conjugated lectins,
such as, Conconavalin A (Con -A), wheat germ agglutinin
(WGA), Ricinus communis agglutinin (RCA), Lotus tetrago-
nolobus agelutinin and Ulex europaeus agglutinin KUEAE.

Con - A revealed several glycoprotein bands in
both state cells with molecular weights of 220 - kD, 175
- kD, 145 - kD, 85 - kD and 70 - kD . The 145 - kD glyco-~
protein in quiescent cells was not detected in growing
cells. The 85 - kD and 70 - kD Con - A binding glycopro-
teins in growing cells, stained very faintly in quiescent
cells. WGA recognized a band with a molecular weight of
around 175 - kD in quiescent cells which is absent in gro-
wing cells. While the 85 - kD and 70 - kD bands are the
striking WGA - binding glycoproteins in growing cells,
their WGA sensitivity greatly reduced in quiescent cells.
The 68 - kD RCA - binding glycoprotein in growing cells,
was not detected 1in quiescent cells.

Key words: glycoprotein, lectin, 3T3 fibroblast, cell
growth.
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1. GIRIS

Hiicre go&almasinin kontrolii ile ilgili galigmalar,
béliinmeyen fakat gerekli gartlar saglandiZi zaman goZala-
bilen (quiescent) hiicrelerle, logaritmik olarak g¢ogalan hiic-
reler arasinda birgok ydnden farkliliklar bulundugunu gos-
termigtir. Bu farkliliklardan bir tanesi bazi proteinlerin
ortadan kavbolmasi veya yeni proteinlerin ortaya gikmasi-
dir (Baserga 1985, Cenhardt ve ark. 1986).

Verma ve ark. (1988) tarafindan maya hiicrelerinde
pll8 olarak isimlendirilen bir glikoprotein tanimlanmigtar.
Pu glikoproteinin sentezi gofalan hiicrelerde durdurulur.
Fakat besin vetersizlifinde veva vumusak sicak gokunda
sentezi 8 - 12 kat artar. Bu duruma z1t olarak 36 000 D
proteinin goZalan hiicrelerde mevcut, goZalmayan hiicrelerde
ise bulunmadi#i belirlendi (Vathews ve ark. 1984). Statin
quiestent insan fibroblastlarinin ¢ekirdefinde bulunan, ay-
n1 hijicrelerin c¢ofalan durumda olanlarinda ise bulunmayan
57 000 D molekiil aZirlifinda bir proteindir (Wang 1985).
Statin serum stimulasyonundan 12 saat sonra hizlica kaybo-
lur (Wang ve Lin 1986). 68 kD protein G1 fazinda sentezle-
nir ve yagsama siiresi gok kisadir. Pu protein timor hiicre-
lerinde agiri miktarda sentezlenir ve stabilize edilir
(Croy ve Pardee 1983). Serumla stimiile edilen quiescent
hiicreler goZalma dénemine pgirerken 15 kD, 33 kD, 42 kD ve
57 kD proteinler tercihen sentezlenir (Riddle ve ark. 1979).
Transform ve normal hiicreler mukayese »dildiginde 35 000

D proteinin normal hiicreler tsrafindan sentezlenmediki,



transform hiicreler tarmfindan ise sentezlendi#i tespit
edilmistir (Rollins ve Stiles 1989) .

Bundan oncekl g¢aligmalar, hiicre goZalmasina bagZla
olarak hiicre viizeyl glikooroteinlerinin de deZigebileceZini
géstermigtir. Wu ve ark. (1969) logaritmik olarak goZalan
ve konfluent 373 hiicreleri arasinda glikoprotein kompozis-
yonu agisindan farkliliklar oldu#una igaret etmiglerdir.
Babv hamster kidnev (BHK) hiicreleriyle galisan Buck ve ark.
(1971) logaritmik fazdaki hiicrelerin konfluent hiicrelerden
daha yiiksek molekiiler afirlikli glikoproteinlere sahip ol-
dufunu kavdetmiglerdir. Yavas gelisen fare fibroblast kiil-
tiirlerinde, sialik asit miktari hizli geligen kiiltiirlerden
daha fazladir (Glick ve ark. 1970).

Fluorescein izotiosiyvanat ile igaretlenmig Wheat
germ aglutinini (WGA) ile hoyanan 373 hiicrelerinde, WGA re-
aktif kisimlarin profaz hari¢ mitoz esnasinda ortaya gikta-
g1 gosterildi ()Fox ve ark. 1971). Normal 3T3 hiicreleri 20
pg/ml concanavalin A ("on-A) ile sadece mitozda aglutine
olurken, béliinmeden sonra agliitinasyon goriilmez. Halbuki
avni miktardaki Con-A ile SV40-3T3 hiicreleri Gl, S ve
G2 fazlarinda da aglutine olur, fakat dereceli olarak ag -
liitinasyon azalir (Ymets ve Ley 1974).

Bu g¢aligmalarin sonuglarindan goriildiifii gibi hiic-
re glikoproteinleri, transformasyvon sonucu deZigebildizi
gibi gofalan hiicrelerle goSalmayvan hiicreler arasinda da

farklilik pgostermektedir. “u ¢aligma, lektinlerin spesifik

seker baflama ¢zelliklerinden faydalanarak, gofZalan ve quies-

cent durumundaki Uwiss faresi normal 313 fibroblastlarin



glikoproteinlerinin igsaretlenmesini amaglamaktadir. Hiicre
goBalmasina bagli olarak glikoprotein degigimlerinin gali-
silmasi, hiicre goZalmasinin kontrol mekanizmasinin anlagi-
labilmesi igin DNA sentezi ve hiicre bdliinmesine neden olan
molekiiler olaylarin aydinlatilmasina vardimci olacaktir.
Doku kiiltiirlerinde gogZalan ve goZalmayan hiicrelerin ayirt-

edilmesine 1gik tutacaktar.



2. LITERATIR OzETi

2.1. Lektinler

Lektinler immiin kdkenli olmayan ve en az iki ge-
ker baZlama grubuna sahip protein veya glikoprotein mole-
kiilleri olup, hiicreleri aglutine, glikokonjugatlari presi-
pite ederler. Glikosidazlar, glikosiltransferazlar, trans-
port proteinleri, glikosilkinazlar ve toksinler birden gok
geker baglama gruplarina sahip olsalar da lektin olarak
g0z0niine alinmazlar (Nomencl. Com. Arch. 1981). Agglutinin,
phytohemaagglutinin, phytoagglutinin ve protektin gibi te-
rimler, gegmigte lektin terimi yerine kullanilmiglardair
(Kocolirek 1986, Goldstein ve ark. 1980, Dixon 1981).

Lektinler, spesifik geker baZlama &zelliklerinden
faydalanilarak, karbohidrat ve glikoprotein galigmalari ile
hizla gelisen aragtirma sahalarinda gliglii vasitalar olarak

kullanim alani bulmaktadirlar.

2.2. Lektinlerin Kullanim Alanlara

Bir glikoprotein olan yumurta ovalbumini aligil-
mig tekniklerle saflagtirildiktan sonra Con A kolonundan
gegirildiginde karbohidrat kompozisyonu farkli dért sub-
fraksiyon elde edilmigtir. Aligilmis tekniklerle bu ayiraim
miimkiin olamamistir (Iwase ve ark. 198l1). Benzer gekilde
birgok lizozomal enzim Con A Sefaroz kolonu vasitasi ile
galigildi. B-glukosidaz, lipaz, 5-nilkleotidaz ve horsera -

dish peroxidaz gibi membran enzimleri saflagtirilda.



Ayrica Con A ya baglandiktan sonra bu enzimlerin aktif ol-
malari, bu enzimlerin katalitik bSlgelerinden bagka b&lge-
leri ile Con A ya baZlandiklarini goéstermektedir (Dulaney
1979).

Kompleks hiicre ekstraktlarindan glikoproteinlerin
ve polisakkaritlerin ayrigtirilmasinda, lektin affinite
kromotografileri kullanildi. OrneZin laminin Griffonia

simplicifolia ¥B% lektininden faydalanilarak saflagtirilda

(Fujita-Yamaguchi ve ark. 1983, Shibata ve ark. 1982).

Lektinlerin &nemli kullanim alanlarindan birisi
de total hiicre ekstraktinin sodyum dodesil siilfat poli-
akrilamid gel elektroforezi ile (SDS - PAGE) ayraigtiril -
diktan sonra protein ve glikoproteinlerin nitroselliiloz
membrana elektroforetik olarak transfer edilmesi ve nit -
roselliiloz membranin lektinlerle boyanarak glikoprotein -
lerin taninmasidir (Furlan ve ark. 1979, Glass ve ark.
1981, Yawkes ve ark. 1982).

Lektinin spesifik oldugu gekerin ilave edilmesi
ile lektin baZlanmasinin ¢dziilebilmesi, lektinlerin hiic -
relerin taninmasinda ve hiicre subpopulasyonlarinin ayrag-
tirilmasinda kullanilmasina imkan vermigtir. Reisner ve
ark. (1980) yerfistiZi aglutinini kullanarak, farelerde
preltsemik hiicreleri geg devre l6¢semik hficrelerden ayirt
etmiglerdir. Ayni sekilde B ve T lenfositleri soya fasiil-
vesi aglutinini ile ayristirildi. Mikroorganizmalarin ta~
ninmasinda da lektinler kullanildi. Ornegin, Neisseria

gonorrhoeae, WGA kullanilarak yakinen ilgili bakteriler

karigimindan taninabildi (Lis ve Sharon 1986) .



Lektinlerin yayginca uygulama alani buldufu bag-
ka bir saha da kan gruplarinin ayirt edilmesidir. Lotus

tetragonolobus ve Ulex europeus lektinleri O grubu erit-

rositler igin spesifiktir. Bu spesifiklik dzellikle &nem-
lidir ¢linkli doZal olarak 0 grubuna kargi anti-O antikoru

mevcut bulunmamaktadir. Bundan baska Vicia graminea'’den

elde edilen lektin M ve N grup eritrositleri ayirt edebil-
mektedir (Finne ve ark. 1980).

Hijere ylizevi glikokonjugatlarinin fonksiyonu, bio-
sentezli ve genetiZinin galisilmasinda oldugu kadar gliko-
lipid ve glikoproteinlerin sentezi ile ilgili enzimlerin
hiicre i¢i organizasyonunun g¢aligilmasinda lektin - resis-
tant hiicreler yeni bir arag olmugtur. Lektin - resistant
hiicrelerde, ylizey oligosakkaritleri geker residiilerinin
ilavesi veya delesyonu ile degigikligZe ugramaktadir (Lis

ve Sharon 1986). Ricin - resistant mutantlarda ricinin bag-
landiZi galaktoz residiilerinin miktari artirilmig, sialik
asit tarafindan maskelendisi gdsterilmistir (Stanley 1980).
WGA - resistant mutantlarda, azalan sialik asit buna kar-

gin artan L-fukoz, mutantin Lotus tetragonolobus lektini-

ne kargil duyarliliginin artmasina neden olur (Finne ve
ark. 1982).

Lektin - resistant mutantlar, hiicre ylizeyi geker-
lerinin biyolojik roliiniin ve hiicre ylizeyi ile neoplasia
arasindaki iliskinin anlagilmasina da katkida bulunmug -
tur. liicre membranindaki glikoprotein degigikliklerinin
anlagilibilmesi igin kanser aragtirmalarinda lektin - re-

sistant variantlarin kullanimina ilgi artmigtar. Bu yonde



Tao ve Burger (1982) WGA - resistant melanoma hiicreleri
ile yaptiklari galigmada, variantin metastatik kapasitesi-
nin dramatik bir gekilde azaldiZini kaydetmiglerdir.

Giiniimlizde ¢ok agik bir gekilde kabcl edilmektedir
ki malignansi ve tiimér ilerlemesi hiicre membraninda, N -
asetilgalaktozamin ile galaktoz residiilerinin sialisyonu
ve asparagin - baZli glikopeptidlerin normalden farkli

olarak dallanmasi ile pozitif ydnde ilgilidir (Dennis 1985).

2. 3. Bitkilerde Lektinlerin Gorevleri

Lektinlerin birgok bitki tiliriinde ve farkli organ-
larinda kesfedilmesinden dolavi, bitkilerde temel bir rol-
lerinin oldufuna inanilair. Lektinlerin birgok rollerinin
olduZu ileri siiriiliirse de esas rollerinin bitkilerde savun-
mava yénelik oldugu vurgulanir (Etzler 1986). OrneZin lek-.:
tin ihtiva eden bitki tohumlari vada Gteki bitki organlarai
predatorler tarafindan venildifinde, lektin barsakta ser -
best birakilir ve glikoproteinlerle temas eder (Fountain
ve ark. 1977).

Bitki dokusu igerisine do&ru geligen mantar hif-
lerinin geligmesi enfekte bitki organi tarafindan birakilan
lektin tarafindan engellenir (Chrispeels ve Raikhel 1991).

Bitkilerde lektinlerin savunma rolii deney sonug-
lari ile de desteklenmistir. Jansen ve arkadaglarinin (1976)
caligmalari phytohaemagglutinin (PHA) bazi kinkanatli bS -
ceklere toksik oldufunu, Gatehouse ve arkadaglari (1984)

PHA'nin Callosobruchus maculatus larvalarinin geligmesini




inhibe ettizini gdstermislerdir. W3A'nin Trichoderma viri-

de spor gimlenmesini ve hif meligimini engelledi®#i de Mi-

relman ve arkadaslari (1975) tarafindan rapor edilmigtir.

2. 4. Glikonroteinlerin Fonksiyonlara

Glikoproteinler hayatin biitiin formlarinda mevcut-
tur. Uzun zamandir Yivolojik bir rollerinin olmadiZi gbz-
dniine alindi ise de son galigmalar, glikoproteinlerin hiic-
rede ¢ok onemll fonksivonlarinin oldu&unu gostermigtir.
Fukosidaz ile muamele edilmis rat lenfositlerinin esas
g0¢ yerleri olan dalak yerine, karacifere gidg ettikleri
tesbit edilmistir. Bu hedef deZigtirmenin nedeni, lenfo-
sit yizev fukozunun dalak hiicre membranlarindaki reseptdr-
ler igin bir tanima sinvali oldufu seklinde agiklanmistar
(VMontreuil 1980) .,

Arastiricilarin glikoproteinlere esas ilgisi hijc-
relerin lektinlerle agliitinasyon galigsmalarindan kaynakla-
nir. Folyoma viriisii ile transform BUK fibroblastlarinin,
artan M - asetilglukozamin ve sialik asit miktarindan do-
lavi WGA ile aglutine olduZu, buna karsin normal hiicrele -
rin aglutine olmadi#i gézlendi (Bureger ve Goldberg 1967,
Burger 1969). Ayni hiicreleri kullanarak Inbar ve Sachs
(1969) transform hiicrelerin Con A ile aglutine olduZu fa-
kat normal hiicrelerin aglutine olmadiZini tespit etmigler-

dir.

¢agdag hiicre biyolojisinin onemli konularindan bi-

risini, glikoproteinlerin karhohidrat kisimlarinin fonksi-

yonlari teskil etmektedir. Hu yonde yapilan galigmalardan



onemli bilgiler kazanilmigtir. Fare plazma hiicrelerinde
immiinoglobulin A ve E nin graniillii endoplazmik retikulum-
da, mobilitenin bozulmasindan dolayi biriktiZi ve dilasyo-
na sebep oldufu belirtilmigtir. Mobilite bozukluZunun ne -
deni olarak glikolizasyonun Onlenmesi gtsterilmigtir (Hick-
man ve ark. 1977). Olden ve arkadaglari (1982) fibroblast
fibronektininin, hiicre kiiltiirii tunicamycin ile muamele edil-
diginde hizli bir gekilde parcalanmaya uZradigini rapor et-
miglerdir. Plasenta fibronektininin proteinazlara kargi da-
ha dayanikli olmasi da karbohidrat kisminin fazlalifina
yiklenir (Zhu ve ark. 1984). Ayni gekilde invertaz, deoksi-
riboniikleaz ve penisilin niikleaz P 1'in karbohidrat kisim-
larinin enzimlerle uzaklagtirilmasi, bunlarin proteazlara
olan duyarliligini artirmigtir (Chu ve ark. 1978).

Fare 3T3 fibroblastlari (Duksin ve Bornstein 1977)
ve civeiv embryo fibroblastlari (0lden ve ark. 1978) yapi-
lan galigmalarda, tunicamycin ile yeni sentezlenmig hiicre
yiizeyl glikoproteinlerinin glikosilasyonu inhibe edildiZin-
de bu proteinlerin sekresyonu azalmigtar.

Baz1 proteinlerin graniillii endoplazmik retikulum-
dan Golgi aparatina taginmasinda N - bagli oligosakkaritle-
re ihtiyag duyuldugu ileri siiriilmiigtiir. Hiicrelerin glukosi-
daz I ve II'nin spesifik inhibitérii olan 1 - deoxynojirimy-
cin, polipeptid zincirine N - baZli oligosakkaritlerin ila-
vesini inhibe eden ve bir antibiotik olan tunicamycin, Gol-
gl mannosidaz 1'i inhibe eden swainsonine ile muamelesi de-
neyleri sonuglari bir g¢ok eksport proteinlerinin sekresyon
oranini azalttiZini gdstermigtir (Lodish ve Kong 1984,

Schwarz ve Datema 1984).
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Geligme biyolojisinin gok Snemli problemlerinden
birisi embryonik hiicrelerin gdg¢iliniin mekanizmasinin aydin-
latilmasidir. Erken embryogeneziste glikoproteinler uya -
r1 molekiillerine cevapta, hiicrelerin yapigmasi, gogmesi
ve taninmasinda rol oynamaktadir. Embryonik geligme wve
farklilagma ile proteinlerin glikosilasyonu arasindaki
iligkiyle ilgili galigmalar, glikosilasyonun inhibe edil-
mesi ile embryonik geligme ve farklilagmanin durduZunu
gostermigtir.

Tunicamyein uygulamasi, deniz kestanesinin gelig-
mesini, mezengim hiicrelerinin yogun olarak hareket ettiii
gastrulasyon devresinde durdurur. Tunicamycin iki hayat-
lilarin ve memelilerin embryogenezini de blastula - safha-
sinda inhibe eder (Schwarz ve Datema 1984, Olden ve ark.1982).

Glikoproteinlerin oligosakkarit kisamlari, gli -
koproteinlerin hiicre igerisinde nereye gideceZini belir -
leyen bir sinyal olarak goérev yapar. Golgi ve lizozom ve-
zikiillerinde,hiicre yiizeyinde ve endoplazmik retikulumda
bulunan lektinler, glikoproteinlerin karbohidrat kisimla-
ri ile etkilesirler. Ornegin, lizozomal asit hidrolazlarin
endoplazmik retikulumdan lizozoma gitmesi, bu enzimlerin
karbohidrat kisimlarinin ilgili lektinlerle etkilegmesi

sonucu gergeklesir (Olden ve ark. 1982).
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3. MATERYAL ve METOT

3. 1. Hiicre ve Doku Kiiltiirii

Bu ¢aligmada Swiss faresi normal 3T3 fibroblast
hiicreleri (Todaro ve Green 1963) kullanildi. Hiicreler Im-
perial Cancer Research Fund'dan (ICRF), (Londra) satin
alindi. Rutin olarak laboratuvarda, 90 mm plastik Petri
kaplarinda (Nunc, Denmark) yetigtirildi. Medium olarak
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) kullanildi. Me-
dium, % 0.011 g sodyum pruvat, % 0.6 mg hipoksantin, %6.25
mg penisilin, % 6.75 mg streptomisin, % 6.8 ug Bl2 vita-
mini ve % 10 (v/v) FCS (foetal calf serumu) ile desteklen-
di.

Kiiltiire her Petri kabina 100 000 hiicre ekilerek
baglandi. lificreleri ihtiva eden Petri kaplari 37 C dere-
cede, % 7'lik CO, igeren hava ile ve nemlendirilmig bir
inkiibatdrde, inkiibe edilerek hiicreler yetigtirildi. Stok
kiiltiir her 3 - 4 giinde bir pasaj yapildi. Kullanilan kiil-
tiirlerde mikoplasma kontaminasyonu olup olmadiZi kontrol
edildi. Yeni kiiltiire dondurulmug ve sivi azot igerisinde
saklanan stok kiiltiirden baglandi (De Asua ve ark. 1977).

Hiicre kiiltiiriinde kulf&x{nan biitiin kimyasallar
doku kiiltiiri derecesinde olup Sigmadan satin alinmigtar.

FCS ise ICRF'den (Londra) satin alinmigtar.

3. 2. GoBalma E&risi

Cogalma eZrisi igin hiicreler 35 mm lik Petri
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kaplarina (Nunc, Denmark) 30 000 baglangig¢ hiicre sayisa
ile ekildi. Her gilin ayni saatlerde, en az iki Petri kabin-
daki hiicreler hematositometrede sayilarak ortalamasi alin-
di.

Hiicrelerin sayimi ig¢in, ortam Petri kabaindan as-
pire edildi. Hiicreler iki defa PBS (phosphat buffered sa -
line) ile yikandi. % 0.25 lik tripsin (Difco) soliisyonunun
2 mililitresi, % 0.02 1lik EDTA (etilen diamin tetra asetik

asit) ¢6zeltisinin 8 mililitresine ilave edildi. 1 ml trip
sin, EDTA karigimi hiicrelere ilave edilerek hemen uzaklag-
tirildi. 0.5 ml karigim ile hiicreler 37 C derecede 3 daki-
ka inkiibe edildi. Hiicrelerin Petri kabindan ayrildiZi mik-
roskop altinda kontrol edildikten sonra 1.5 ml goZalma or-
tami Petri kabina ilave edildi ve hemositometre ile sayim
vapildi. Homojen dagilmamadan kaynaklanacak hatayi minumu-

ma indirmek igin, biitiin karelerde sayim yapildai.

3. 3. Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

Total hiicre ekstraktlari hiicrelerin 90 milimetre-
lik Petri kaplaraina ekilmelerinin 2. ve 7. glinleri sonunda
ayri ayri hazairlandi. GoZalma ortami aspire edildikten son=
ra hiicreler bir defa 1lik, iki defa soZuk PBS ile yikandai.
Hiicreleri yikamak ig¢in kullanilan PBS, 1 mM:'PMSF (fenil me-
til siilfonil fluroid) ile desteklendi. Istenen miktar % 5
(w/v) elektroforez numune tamponu ilave edilerek, hiicreler
temiz bir kauguk ile Petri kabindan kazindi. Total ekstrakt
Eppendorf tiiplerine transfer edildi. Once 23 G sonra 25 G

gsiringa uglarindan gegirilerek 3 dakika kaynar su banyo -
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sunda bekletildi. Ekstrakt yeni Eppendorf tiiplere aktarai-
larak, kullanilincaya kadar -20 C derecede saklandi.
Hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktlari Tarone ve
ark. (1984) metoduna gdre yapildi. Hiicrelerin 90 milimet-
relik Petri kaplarina ekilmelerinin 2. ve 7. glinlerinde,
co¥alma ortami uzaklagtirildiktan sonra bir defa 1lik, iki
defa sofuk 1 mM PMSF ile desteklenmig PBS ile yikandi.
Her Petri kabina 10 ml Triton X - 100 tamponu ilave edil-
di. Triton X - 100 tamponu, 10 mM Tris - HC1l, pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM CaClz. 1 mM MgClz. % 0.5 Triton X - 100 ile
hazirlandi ve 1 mM PMSF ile desteklendi. Triton X - 100
tamponu ile hiicreler 20 dakika siireyle 4 C derecede inkii-
be edildi. lnkijbasyon sirasinda Petri kaplari 3 defa .ya«:
vagca galkalandi. Hiicreler 2 defa soZuk ve taze Triton X
- 100 tamponu ile durulandiktan sonra total ekstrakta ol-

dugu gibi ekstre edildi.

3. 4. Hiicre Ekstraktlarinin Protein Miktarinin Belirlen-
mesi
Ekstraktlarin protein miktarinin belirlenmesi
Schaffner ve Weissmann (1973) metoduna gdre yapildi. % 5
SDS ( sodyum dodesil siilfat) numune tamponu igerisinde 10
mg/ml BSA (bovine serum albumin, Sigma, derece V) stok
solusvonu hazirlandi. Bu standart stoktan, standart egri
icin ayri ayri olmak lizere 20 mikrolitrede 1, 5, 10 ve 20
pe BSA ihtiva eden standart soliisyonlar hazirlandi. Hiic-
re ekstraktlari ve standart soliisyonlarin herbirinden 20

pl nitroselliiloz membran (BA - 85, Schleicher ve Schull,
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W. Germany) {izerine mikropipet kullanilarak damlatildi.

Oda sicakliZinda yaklagik 1 saat proteinlerin kurumasi :
igin membran bekletildi. Nitroselliiloz membran 2 defa
transfer tamponu ile yikandi. Transfer tamponu, 192 M
glisin, 25 yM Tris ve % 20 (v/v) metanol karigimindan olug-
tu. 3 defa % 0.5 Tween 20 ihtiva eden PBS ile yikandi. 10
dakika % 0.1 Amido black ile boyandi. Sik sik degigtirilen
% 7 lik glasiyel asetik asit ile yikandiktan sonra, yakla-
gsik 1 saat oda sicakliginda kurutuldu. Amido black ile bo-
yanan proteinler disk geklinde nitroselliilozdan kesilerek
kapaklive uygun gigeler igerisine yatay olarak yerlegtiril-
di. Her gigeye 0.5 ml eliisyon soliisyonu (25 mM NaOH, 0.05
mM EDTA, 50 ml etanol ve 50 ml HZO) ilave edildi. 10 daki-
ka oda sicakliginda galkalandi. Tekrar 0.5 ml eliisyon so-
liisyonu ilave edilerek 25 dakika g¢alkalandi. Ekstraktlar
ayri ayri kiivetlere transfer edilerek, absorbans 630 nm de
bir Philips spektrofotometrede okundu. Eliisyon soliisyonu

blank olarak kullanilda.

3. 5. Poliakrilamid Gel Elektroforezi ve Eletroforetik
Transfer

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid gel elektro -
forezi (SDS-PAGE) Laemmli (1970) metoduna gdre yapildi. %5
staking, %10 veya bazi durumlarda %7 resolving gel kulla -
nildi. Staking gel 50 voltta, resolving gel 100 voltta yii-
riitiildii. Elektroforez genig bir Shandon aygitinda uygulandi.
izleme boyasi olarak bromophenol blue kullanildi. Bromophe-

nol blue gelin boyuna yaklagik 2 cm kalan mesafeye ulagti-
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ginda elektroforez durduruldu.

Karbonik anhidraz (29 000), yumurta albumini (45
000), siZir albumini (66 000), fosforilaz B (97 000), B -
galaktosidaz (116 000) ve miyosin (205 000) Sigmadan satin
alinarak molekiiler aZirlik standartlari olarak kullanilda.

Hiicre ekstraktlari, SDS-PAGE ile ayrigtirildak -
tan sonra, elektroforetik olarak nitroselliiloz membrana
transfer edildi. Elektroforetik transferin gergeklegtirilme-
sinde Towbin ve ark.(1979) ve Burnette (1981) metotlari kulla-
nildi. Elektroforetik transfer bir Bio - rad transblot
aparatusunda gergeklegtirildi. Ayrigtirilmig hiicre ekstrak-
tini1 ihtiva eden poliakrilamid gel, nitreselliiloz membran
ve 6teki yardimci aracilardan kurulan sandévi¢ , transfer
gozeltisi ihtiva eden transblot tankina yerlegtirildi ve

yaklagik 12 saat 80 miliamperde transfer edildi.

3. 6. Glikoproteinlerin Lektinlerle Boyanmasi

Hiicre ekstrakti nitroselliiloz membrana transfer
edildikten sonra, 10 dakika PBS ile yikandi. nitroseliiloz
membran dilimlere ayrildi. Molekiiler aZirlik standartlari
ihtiva eden dilim % 0.1 1lik Amido black ile 15 dakika bo-
yandi. % 7 glasial asetik asit ile yikandi. Musluk suyu
ile de yikandiktan sonra oda sicaklifinda kurutuldu.

Lektinlerle boyanacak olan &teki nitreseliiloz di-
limleri, lektinin nitroseliiloza baZlanmasini &nlemek igin
% 4 1iik BSA ile 37 C derecede 1 saat inkiibe edildi. Bloke
ajani olarak kullanilmadan 8nce, BSA'hin lektin baglaya-

bilecek kisimlari bozuldu. Bunun igin BSA, PBS igerisinde
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gbziilerek, 20 mM periodik asit ve 20 mM gliserol ile 4 C
derecede 18 saat muamele edildikten sonra, 72 saat PBS e
kargi dializ edildi. PBS giinliik olarak deZigtirildi. Nitro-
seliiloz dilimler BSA ile doyurulduktan sonra 1 defa PBS ile
5 dakika yikandiktan sonra peroksidaz baglanmig lektinler-
le 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, ve 1 mM MnClzihtiva eden PBS ile
oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat galkalanarak inkiibe
edildi. Herbiri beger dakika olmak tizere 4 defa PBS ile yi-
kandi. Lektin lokalizasyonunu gériiniir hale getirmek igin
nitroseliiloz dilimler 7 dakika karanlikta boyandi. 5 ml
TBS (Tris buffered saline), 1 ml % 0.3 1likk 4 - kloro-1 -
naftolun metanoldaki ¢dzeltisi ve 5 yl % 30 luk H,0, in
karigimi boyama soliisyonu olarak kullanilda. Nitroseliiloz
dilimler musluk suyu ile durulandiktan sonra oda sicakli -

zinda ve karanlikta kurutuldu (Glass ve ark. 1981).
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4, DENEY SONUCLARI

4, 1. GoZalma Egrisi

Hiicre ekstraktlari elde edilmeden d6nce, hiicrele -
rin logaritmik olarak goZaldifi ve quiescent ddnemde hangi
giinlerde bulunduklaraini belirlemek igin goZalma eZrisi o~
lugsturuldu.

GoZalma eZrisi, ayni zaman ve giinde inkiibatdrden
alinarak sayilan, iki Petri kabindaki hiicre sayisi ortala-
masinin log 10 tabanina gbre, hiicrelerin ekildikten sonra-
ki sayaim yapilan zamana kargi igaretlenmesiyle elde edil -
di (Sek. 1).

Sekilde g®riildiiZi gibi hiicre sayisi hiicrelerin
ekildikten sonraki ilk 4 giin siiresince logaritmik olarak
artmaktadir. dérdiincii gilinden sonra bdliinme orani yavagla-
makta, yedinci giin ve sonrasinda ise hiicre sayisi sabit
bir deZere ulagsarak deZigmemektedir. Baglangigtan itibaren
ilk dért giin siiresince bol miktarda gézlenen, parlak ve
yvuvarlak mitotik hiicreler, dordiincii giinden sonra az sayi-
da gbdzlenmis ve yedinci glinden sonra goriilememigtir. Se -
kil 1 ¢oZalma eZrisi icin yapilan 3 deneyden birinin so -

nuglaridar.

4, 2. Con A Blot Analizi

Logaritmik olarak goZalan ve quiescent 3T3 fib -
roblastlarinin Con A reaktif glikoproteinlerini kargilasg-

tirmak ig¢in, logaritmik olarak goZalan ve quiescent hiic -
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relerin Triton X - 100 direngli ekstraktlari ile total
hiicre ekstraktlari peroksidaz baglanmig Con A ile boyan -
di (Sek. 2). Sekil 2'de gbriildiizi gibi Con A, nitroseliilo-
za transfer edilmig quiescent ve g¢ofalan durumdaki hiicre -
lerin total ekstraktlarinda (Sek. 2, kanal 5, 6) 3 Gnemli
glikoprotein bandini boyadi. Bu bandlarin molekiil agirlik-
lari sairasi ile yaklasik 49 - kD, 70 - kD ve 145 - kD'dir.
Bu bandlarin Con A ile boyanma yoZunlufunda, bdliinen ve
quiescent hiicre ekstraktlari arasinda 6nemli bir fark go-
zilkkmemektedir.

GoZalan ve quiescent hiicrelerin total ekstraktla-
ri, ayna hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktlari ile kargi-
lagtirildiginda, total ekstraktlarin gok daha fazla Con A
reaktif band ihtiva ettikleri goriilmektedir.

Quiescent hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktla -
rinda Con A, 220 - kXD bandi etken bir gekilde boyadi. Bu
ekstraktta 200, 175, 145, 85 ve 70 kD bandlar Con A ile
boyandi (Sek.2, kanal 1,3). Logaritmik olarak bdliinen hiic-
relerin Triton X - 100 ekstraktlarinda ise 200, 175, 85,
70, 49 ve 220 - kD bandlarin Con A reaktif oldugu $ekil
2'de (kanal 2,4) gbriilmektedir.

Quiescent ve bdliinen hiicrelerin Triton X - 100
ekstraktlari, Con A ile boyanma ydniinden kargilagtirildij=
Zinda 220-kD bandin quiescent hiicrelerde, bdliinen hiicrele-
re gére gok koyu boyandiZi gdriilmektedir. Quiescent hiicre-
lerin deterjan ekstraktindaki 145-kD band, bdliinen hiicre-
lerin deterjan ekstraktinda bulunmamaktadir.GoZalan:hiicre-
lerin deterjan ekstraktinda dominant Con A reaktif 85 ve 70

kD bandlar, quiescent hiicrelerinkinden farklidar.
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Hiicre ekstraktlarinin SDS-PAGE (%7 resol-
ving gel) ile ayrigtirildiktan sonra nitro-
seliiloz membrana transfer edilerek 7 pg/ml
neroksidaz bafli Con-A ile boyanmasl sonucu
elde edilen kromatogrami

2, i logaritmik olarak gogalan hiicrelerin
Triton ¥ - 100 ekstrakti.
5: quiescent hiicrelerin total ekstrakti.
6: loparitmik olarak goZalan hiicrelerin
total ekstrakti.
71 molekiiler azirlik standartlari
2051 miyosin alt iini tesi (tavsan kas1)
1141 R - galaktosidaz alt iinttesi (E.coli)
97: fosforilaz B alt initesi (tavgan kasl)
661 albumin (siZir plazma)
I45¢ yumurta ovalbumini
201 karbonik anhidraz (sagar eritrositi)
ve oncii boya.
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4, 3. WGA Boyamasi

Logaritmik olarak gogalan ve guiescent durumdaki hiic-
relerin total ve Triton X - 100 ekstraktlari % 7 SDS-PAGE ile
ayristirildiktan sonra, nitroseliiloz membrana transfer edildi
ve 15 pg/ml peroksidaz bazli WGA ile boyandi (Sek. 3) .

Sekil 3'te goriildiigii gibi quiescent hiicrelerin deter -
jan ekstraktlarinda, 220 ve 175 - kD molekiil agirlikli bandlar,
bu ekstraktta en onemli ve dikkat geken WGA reaktif bandlar ola-
rak bulunmaktadir . Quiescent hiicrelerin deterjan ekstraktlarinda
85 ve 63-kD bandlar WGA ile hafifce boyanmiglardir (Sek. 3, ka-
nal 1,2,3). 63, 70 ve 85-kD bandlar, logaritmik olarak goZalan
hiicrelerin deterjan ekstraktlarinda, quiescent hiicrelerinkine
gore daha yoZun boyanmiglardir. Gozalan hiicrelerin deterjan eks-
traktlarinda bulunan 70-kD WGA reaktif band ise quiescent hiicre-
lerin deterjan ekstraktlarinda bulunmamaktadir(Sek.3,kanal 4,s,
6) . Gogalan hiicrelerin % 7 SDS-PAGE ile ayrigtirilmig Triton X-
100 ekstraktlarinda bulunan 70-kD WGA reaktif band, % 10 DS
PAGE ile ayrigstirilmig deterjan ekstraktlarda da, quiescent hiic-
relerle karsilagtirildiginda, goZalan hiicrelerin deterjan eks -
traktlarinda bulunmakta, quiescent hiicrelerinkinde bulunmamakta-
dir(Sek.4,kanal 2). Sekil 3 ve 4'te goriildiizii gibi WGA boyamasi-
nin bir dzelligi de, dncii boya ile birlikte giden diigiik molekiil
agirlikli glikoproteinlerin boyanmasidir. Her iki durumdaki hiic-
relerin total ekstraktlarinda, onemli WGA reaktif bandlar 145 ve
63-kD'dir. Molekiil agirliZi 90 - 145-kD olan glikoproteinler ise

genis bir bdlge olarak boyanmigtir .
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fer edilerek 15 pe/ml peroksi-
yanmasl sonucu elde edi-

Hiicre ekstraktlarinin sSDS-1AG
pel) ile ayrlst1r11d1ktan son

membrana trans
daz bagli WGA ile bo
len kromatograml
ekstrakti.
4,5,6: logaritmik olarak gogalan hiicrelerin
Triton X - 100 ekstrakti.
P PET quiescent hiicrelerin total ekstrakti
9,101 logaritmik olarak gogalan hiicrelerin
total ekstrakti
11: molekiiler arirlik standartlari. Mole-
kiiler agirlik standartlari sekil 2'deki stan-

dartlarin aynisidir.
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Sekil 4. Hiicre ekstraktlarinin $DS-PAGE (%10 resolving
sel) ile avristirildiktan sonra nitroseliiloz
membrana transfer edilerek 15 pg/ml peroksidaz
bazli WGA ile bovanmasi sonucu elde edilen
kromatograml
1: quiescent hiicrelerin 'lriton X-100 ekstraktil
21 logaritmik olarak goZalan hiicrelerin Tri -
ton X - 100 ekstrakta
31 quiescent hiicrelerin total ekstrakta
i}y loparitmik olarak gogalan hiicrelerin to-
tal ekstrakt
51 auiescent hiicrelerin Triton % - 100 eks-
trakta
6: logaritmik olarak gogalan hiicrelerin Tri-
ton X - 100 ekstrakti
71 quiescent hiicrelerin total ekstrakti
81 logaritmik olarak gofalan hiicrelerin to-
tal ekstrakti
9: molekiiler agirlik gtandartlari. Sekil 2"
deki standartlarin aynisi kullanilmigtair.
5, 16, Ty B Ve 9. kanallar % 0.1 amido black
ile boyandi.
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4. 4. Lotus tetragonolobus Lektini Bovamasi

Peroksidaz ba#lanmig Lotus tetragonolobus lektini

ile boyanan, logaritmik goZalma ve quiescent durumda bulu-
nan 373 fibroblastlarinin total ekstraktlarinin glikopro -
teinlerini $ekil 5'de goriilmektedir.

Sekilde goriildiigii gibi Lotus tetragonolobus lek -

tini bir gok glikoprotein bandim ag1Za gikarmigtir. Pu
bandlarin molekiil asirliklari yaklagik 10 000 Daltondan
205 000 Daltona kadar dezigmektedir. GCozalan ve quiescent
hiicrelerin total ekstraktlarinin her ikisinde de ortak ola-

rak bulunan ve en goze garpicil Lotus tetragonolobus lektini

reaktif glikoprotein bandlari 10 000 D, 32 000 D, 55 000 D,
1049 000 D, 205 000 D ve yaklasik 220 000 D molekiiler agir-
1likl1 olan bandlardir (Sek. 5, kanal 1u, 2858500

Logaritmik olarak goZalan hiicrelerle quiescent

hiicrelerin total ekstraktlarx arasinda Lotus tetragonolobus
lektini ile farkedilen, ayairt edici band, molekiiler agirli-
&1 vaklagik 47 000 Dalton olan bandta goriilmektedir. Goga-

lan hiicre total ekstraktlarinda bu band (Sek. 5, kanal !

3, 4), quiescent hiicrelerinkinden (Sek. 5, kanal 1,2) daha

koyu olarak boyanmigtir.

4, 5. Ricinus communis Aglutinini Boyamasi

Logaritmik olarak gogalan ve quiescent hiicrelerin
total ve Triton X - 100 ekstraktlari % 10 SDS - PAGE ile

ayristirildiktan sonra, elektroforetik olarak nitroseliiloz
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Cekil 5. HWiicre ekstraktlarinin SDS - PAGE (%10 resol-
ving gel) ile ayristirildiktan sonra nitro -
selijloz membrana transfer edilerek 500 pg/ml
peroksidaz bafli Lotus tetragonolobus lektini
ile bovanmasi sonucu elde edilen kromatogrami

1, 2, 5 ve 6. kanallar quiescent hiicrele-
rin total ekstrakta.

3.4 Phve 8 gdkanalliar logaritmik olarak
gojralan hiicrelerin total ekstrakti.

9, molekiiler agirlik standartlari. Mole-
kiiler asirlik standartlari Sekil 2'deki-
lerin aynisaidar.

5, 6, 7, 8 ve 9. kanallar % 0.1 amido
black ile boyanci.
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membrana transfer edildi. Ricinus communis aglutinini (RCA

1) reaktif glikoproteinleri ortaya gikarmak igin blot RCA
1 ile boyandi (Sek. 6).

Sekilde goriildiigii gibi Ricinus communis 1 lekti-

ninin en dnemli 6zelligi genel olarak yiiksek molekiil agir-
likli glikoproteinleri boyamasidir.

Logaritmik olarak goZalan hiicrelerin total eks -
traktinda RCA 1, molekiil aZirlizi 50-kD ve daha biiyiik
olan gegitli glikoproteinleri boyamigtir. Bu band -
lardan dzellikle boyananlar ise molekiil agirliZi 68, 78,
L50 ve 205-kD olan bandlardir.

Gozalan hiicrelerin total ekstraktinda ozellikle
boyanan bandlar, quiescent hiicrelerin total ekstraktinda
da boyanmiglardir fakat koyuluklari daha zayiftar.

68 - kD, 78 - kD ve 205 - kD bandlar, gogalan
ve quiescent durumdaki hiicrelerin Triton X - 100 ekstrakt-
larinda da RTA 1 ile reaksiyon vermigler, fakat boyanma
koyuluklari bakimindan farklilik gostermektedirler (Sek.
6, kanal Iy 2)=

Quiescent hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktinda
molekiil agirligi 205 - kD olan band, daha biiyiik molekiil
agirlikla fibronektinle birlikte genis bir yigin geklinde
RCA 1 ile koyuca boyanmigtar.

Molekiil agirligi vaklasik 68 - kD olan band ise
her iki durumdaki hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktlarin-
da ¢ift olarak bulunmakta ve ve gogalan hiicrelerle kargi -

lagtirildiginda, quiescent hiicrelerde bulunmamaktadir.
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Sekil 6.

Hiicre ekstraktlarinin SDS-PAGE (%10 resolving
gel) ile avristirildiktan sonra nitroseliiloz
membrana transfer edilerek 200 pg/ml peroksi-
daz bazli Ricinus communis aglutinini ile bo-
vanmasi sonucu elde edilen kromatogrami

1:
21

el
Ly

54
61

71
81

91
53

quiescent hiicrelerin Triton X - 100 eks -
trakti.

logaritmik olarak go#alan hiicrelerin Tri-
ton X - 100 ekstrakta.

quiescent hiicrelerin total ekstrakti.
1>paritmik olarak gofZalan hiicrelerin total
ekstrakt.

aquiescent hiicrelerin Triton X - 100 eks-
trakty.

Joparitmik olarak go#falan hiicrelerin Tri-
ton ¥ - 100 ckstrakta.

quiescent hiicrelerin total ekstrakti.
logaritmik olarak gofalan hiicrelerin total
ekstrakti.

molekiiler agirlik standartlari. Standart-
lar Sekil 2'deki standartlarin aynisidir.
6, 7, 8 ve 9. kanallar 7% 0.1 amido black

ile boyandi.
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k. 6. Ulex europaeus Aglutinini Boyamasa

Ulex europaeus 1 aglutinini (UEA 1) ile boyanmig,

gogZalan ve quiescent hiicrelerin total ve Triton X - 100
ekstraktlarini ihtiva eden blot Sekil 7'de gériilmektedir.

Sekil 7'de goriildiizii gibi Ulex europaeus 1 lek -

tini deZigik molekiil agirlikli glikoprotein bandlarini bo-
yamigtir. Boyanan bu bandlardan en gbze garpani, molekiil
agirligi yaklagik 220 - kD olan glikoprotein bandidair.
220 - kD glikoprotein bandi, goZalan ve guiescent hiicrele-
rin total ekstraktlarinda dikkat g¢ekici olmasina kargin
hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktlarinda bulunmamaktadir.
Molekiil agirli&i yaklagik 170 - kD, 110 - kD, 105
kD, 66 - XD ve 55 - kD olan glikoproteinler hiicrelerin to-
tal ve Triton X - 100 ekstraktlarinda boyanmiglardir. 47
kD glikoprotein hiicrelerin total ekstraktlarinda hafifce
boyanmasina kargin, Triton X - 100 ekstraktlarinda bulun-

mamaktadir. Ulex europaeus 1 aglutinini &ncli boya ile bir-

likte bulunan ve tam olarak ayrigtirilamamig diigilk molekii-

ler agirlikla glikoproteinleri de yoZu olarak boyamakta -

dair.
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<ekil 7. Hiicre ekstraktlarinin

SDS-PAGE (%7 resolving
gel) ile avrigtirildiktan sonra nitroseliiloz
membrana transfer edilerek 300 pe/ml peroksi~
daz ba¥li Ulex europaeus 1 aglutinini ile bo-
vanmasi sonucu elde edilen kromatogrami

1, 7: quiescent niicrelerin Triton X - 100
ekstrakti.

2, 8: logaritmik olarak goZalan hiicrelerin
Priton ¥ - 100 ekstrakta.

3, 4, 9 quiescent hiicrelerin to

6. 101 logaritmik olarak goZa

total ekstrakti.
11:; molekiiler afirlik standartlari. Sekil

2'deki molekiiler afir
s1 kullanilmigtir. 7 - 11 kanallar % 0.1

amido black ile hoyandl.

L

tal ekstrakta.
lan hiicrelerin

11k standartlarinin ayni-
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5. TARTISMA

Elektroforetik olarak ayrigtirilmig glikoprotein-
leri, lektin kullanarak tesbit etmek amaci ile gegitli tek-
nikler kullanilmigtir. Glikoproteinleri doZrudan gel {iize-
rinde tesbit etmek igin Burridge (1976) 125 1 11e igaret-
lenmig lektin, McIntyre ve ark. (1979) 3 ¥ ile igaretlen-
mig lektin kullanmiglardir. Hiicre ekstraktlari elektrofore-
tik olarak ayrigstirildiktan sonra, nitroseliiloz membrana
transfer edilerek Glass ve ark. (1981) anti-lektin anti,
serum kullanarak, immunolojik olarak glikoproteinleri tes-
bit etmiglerdir.

Bu galigmada, nitroseliiloz membrana transfer edil-
mig glikoproteinleri boyamak igin peroksidaz ile igaretlen-
mig lektinler kullanildi. Peroksidaz ile igaretlenmig lek-
tinle boyama metodunun, 125 1 j1e igaretlenmig lektin ve
anti-lektin antiserum teknikleri kadar duyarli oldugu, 3H
ile igaretlenmig lektin tekniginden ise daha hassas oldugu
igsaret edildi (Goldstein 1976). Ayrica peroksidaz metodu-
nun PAS (periodik asit- Schiff) tekniZinden daha duyarli
0ldugu, daha gabuk sonuca ulagma ve diigiik maliyet avantaj-
larinin da olduBu rapor edilmigtir (Ramirez ve ark. 1983).
Peroksidaz metodunun duyarliligini belirlemek igin yapa-
lan galigmada, 1 pg/ml tiroglobiilinin farkedilebildigi
kaydedilmigtir (Hawkes ve ark. 1982),

Esas deneylere baglamadan tnce bazi ©n denemeler-
le lektinlerin optimum baglanma gartlari belirlendi.
Lektinlerin spesifik olmayarak nitroseliiloz membrana baZ-

lanmasini &nlemek igin, nitroseliilozun lektin baglayabi-
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lecek gruplari bloke edildi. Bu amagla FCS, gjelatin, yag-
s81z siit tozu (Marvel) ve BSA kullanildi. Bloke edici ajan-
larin % 3'1liik soliisyonlari PBS ile hazirlanarak, nitrose-
liiloz membranin doyurulmasinda kullanildi. FCS ve Jjelatin
nitroseliilozla kuvvetli reaksiyon verdi. BSA ve yagsiz siit
tozu, nitroseliiloz membran ile FCA ve jelatinden daha az
ve birbirine benzer giddette reaksiyon verdi. Ticari ola-
rak bulunan BSA'nin % 99 saflaikta olmasi ve lektin baZla-
van gruplar ihtiva etmesinden dolayi, periodik asit ile
muamele edildi (Glass ve ark. 1981) ve bloke ajani olarak
deneylerde kullanilda.

¢aligmada peroksidaz ile igaretlenmig, farkli kar-
bohidratlara &zgii lektinler kullanildi. Peroksidazin nit-
roseliiloza transfer edilmig hiicre ekstraktlarina baZlana-
bilecezi ihtimali dikkate alindi. Bu ihtimali gergeklemek
ic¢in hiicre ekstraktlarini ihtiva eden nitroseliiloz memb -
ran ilizerindeki glikoproteinler, peroksidaz ile igaretlen-
mig lektinlerle boyama metodu kullanilarak, sadece perok-
sidaz ile boyanmig ve sonugta herhangi bir spesifik boyan-
ma gozlenmemigtir.

Lektinlerin glikoproteinlere baglanmasinin sicaklifZa
bagli olduBu Lotan ve ark.(1977),Huet(1975), Brattain veark.
(1977) tarafindan rapor edildi. Esas deneylerin yapilaca-
g1 optimum sicakliZi ve kullanilacak optimum lektin kon -
santrasyonunu belirlemek igin &n denemeler yapilda. h ¢C
derecede ve oda sicakliZinda, deZigik lektin konsantras -
yonlari ile yapilan bu 8n denemeler, oda sicaklifinin ga-

ligmada kullanilan lektinler igin optimum oldugunu gos -
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termigtir. Optimum lektin konsantrasyonlari, g¢aligmada kul-
lanilan her lektin igin gekillerin altinda belirtilmigtir.

Cofalan ve quiescent durumdaki hiicrelerin iyonik
olmayan detejan Triton X - 100 ekstraksiyonu sonucu, deter-
jan - direncli materyalde, total hiicre ekstraktilari ile
kargilagtirildifinda, lektinler tarafindan farkedilen gli-
koprotein bandi sayisinda bir azalma goriilmektedir. Bu
azalma daha dnce yapilan benzer galigmalarin sonuglari ile
uyum igerisindedir. Tarone ve ark. (1984) konfluent BHK
hiicreleri ile yaptiklari galigmada, Triton X - 100 ekstrak-
tinin, total hiicre ekstraktinin yaklagik % 20'sini tegkil
ettigini, Lehto (1983) konfluent insan embriyo  fib-
roblastlarinin, total hiicre proteinlerinin yaklagik % 30'
unu ihtiva ettiZini belirtmiglerdir. Lehto galigmasinda
total hiicre ekstraktinda 20'den fazla polipeptid bandinin
bulunmasina kargin, Triton X - 100 direngli ekstraktta 2
tnemli polipeptid bandi tesbit edebilmiglerdir. Iyonik ol-
mayan deterjan - direngli hiicre materyali hiicre iskeleti
ile gekirdekten olugur (Osborn ve Weber 1977).

220 - kD glikoprotein, bu galigmada kullanilan bii-
tiin lektinler tarafindan boyanmigtir. Ozellikle quiescent
hiicrelerin Triton X - 100 direngli ekstraktlarinda, 220 -
kD glikoprotein bandi dominant olarak bulunmakta, Con A
ve WGA ile koyu olarak boyanmigtir. Fibronektin olarak
isimlendirilen bu glikoproteinin, sadece konfluent hiicre
kiiltirlerinde ve bu kiiltiirlerin iyonik olmayan deterjan
ekstraktlarinda bol miktarda bulunan, temel bir glikopro -

tein olduZu, konfluent BHK ve insan embriyo fibroblastlara
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ile yapilan galigmalarla da gdsterilmigtir (Lehto 1983,
Tarone ve ark. 1984) . Ancak bu aragtiricilar fibro-
nektini lektinlerle boyamamiglardir. Bu g¢aligmada kulla -
nilan lektinler, cofalan hiicre ekstraktlarinda fibronek-
tini hafifce boyamiglardar.

Quiescent hiicrelerin Triton X - 100 direngli eks=2
traktlarinda, molekiil aZirliZi 145 - kD olarak hesaplanan
glikoprotein Con A ile boyanmigtir (Sek. 2). Fibronektine
ilave olarak, konfluent insan fibroblastlarinin iyonik ol-
mayan deterjan direngli materyalinde, molekiil aZirlaZi 140
kD olan bir protein, hiicre yiizeyli glikoproteinl olarak ta-
nimlanmigtir. Tripsin ve kimotripsin gibi enzimlere karga
direngli olan 140 - XD protein, sialik asit ve fukoz ihti-
va eder. Transmembran glikoproteini olarak, hilicre iskele-
ti ile periniiklear matrix arasi organizasyonda rol oynar
(Lehto 1983).

Glass ve ark. (198l1) normal rat karaciger, Novi-
koff hepotama ve rat meme tiimdrii hiicreleri ile yaptikla-
ri galigmada, bu hiicrelerin Triton X - 100 ile muamele
edilmig gekirdeklerinde, 65 - kD glikoproteinin WGA reak-
tif, 200 - kD glikoproteinin ise Con A reaktif oldugunu
belirtmiglerdir. Bu g¢aligmada da ayni bdlgelerde Con A ve
WGA ile boyanan glikoprotein bandlari bulunmaktadir.

Bu galigmada hem goZalan hem de quiescent hiicre-
lerin total ekstraktlarinda, birgok glikoprotein bandi Con
A ile boyanmigtir. Bu bandlarin en géze garpanlari, her
iki total ekstraktta da ortak olup 49 - kD, 70 - kD ve 145

kD molekii agirlikla olanlardar.
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Bernard ve ark. (1982) civciv embriyo fibroblast-
larinin Con A bagZlayan sayisiz glikoproteine sahip oldu -
Funu bildirmiglerdir. Kan pulcuklari (platelet) ekstrakta
SDS - PAGE ile ayrigtirilip, nitroseliiloza transfer edil-
dikten sonra yapilan Con A boyamasi ile molekiil aZirlaiga
50 - 70 - kD arasindaki glikoproteinlerin boyandiZi belir-
tilmigtir (Moroi ve Jung 1984). Codogno ve ark. (1988) sub
kohfluent civeciv embriyo fibroblastlari .ekstraktini Con A
ile boyamiglar, molekiil aZirligi 30 - kD ile 72 - kD ara-
sinda olan glikoproteinlerin Con A'ya baZlandigini rapor
etmiglerdir. Bu aragtiricilar 72 - kD glikoproteini, hiicre
ylizeyl Con A baglayici olarak tanimlamiglardir. Daha sonra
72 - XD glikoproteinin, fibroblastlarin laminin iizerinde
vayilmasi ile ilgili olduZu belirlendi (Moutsita ve ark.
1991).

Bu galigmada, goZalan hiicrelerin deter jan direng-
1i ekstraktlarinda, quiescent hiicrelerinkiyle kargilagti-
rildiZinda daha yoZun olarak bulunan ve 70 - kD hesapla -
nan band, muhtemelen Codogno ve arkadaglari ile Moutsita
ve arkadaglarinin belirttigi banddir.

Hiicrelerin Triton X - 100 ekstraktlarinda, Con A
reaktif bandlar, goZalan ve quiescent hiicrelerde farklilik
gostermektedir. Quiescent hiicrelerin deterjana direngli
ekstraktlarinda en 6nemli ve dikkat gekici band, molekiil
agirligi yaklagik 220 - kD olan banddir. Bu band goZalan
hiicrelerin deterjana direngli ekstraktlarinda, quiescent
hiicrelerinki ile kargilagtirildiZinda g¢ok zayaf kalmakta-
dir (Lehto 1983 , Tarone ve ark. 1984). Molekiil
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aZirligi yaklagik 200 - kD ve 175 - kD olarak hesaplanan
deterjana direngli, Con A reaktif bandlar her iki durum -
daki hiicre ekstraktinda da bulunmaktadir. Quiescent hiicre-
lerin deterjana direngli ekstraktlarinda bulunan 145 - kD
Con A reaktif band, g¢oZalan hiicrelerin deterjan ekstrakt-
larinda bulunmamaktadir. Molekiil aZirliZi yaklagik 85 -kD
ve 70 - kD hesaplanan bandlar ise gofZalan hiicrelerin deter-
jan ekstraktlarinda, quiescent hiicrelerdekine gore daha
koyudur. %9 - kD Con.A reaktif band, quiescent hiicrelerin
deterjana direngli ekstraktlarinda bulunmamaktadir.

Tarone ve ark. (1984) konfluent BHK hiicrelerinde
gp85 olarak isimlendirilen ve Triton X - 100 direngli bir
glikoproteini, hiicre iskeliti ile ilgili olarak tanimla -
dilar. Aragtiricilar gp85'in bagka memeli hiicrelerinde de
bulunduZunu belirtmiglerdir. Bu galigmada Con A,85 - kD
glikoproteini quiescent hiicrelerdekinden daha koyu olarak
goZalan hiicre ekstraktlarinda boyamigtir.

Bu galigmada, her iki durumduki hiicrelerin total
ekstraktlarinda WGA reaktif en Snemli bandlar, 145 ve
63 - kD olanlardir. Molekiil agirliZi 90- 145 - kD olan gliko-
proteinkrise genig bir bSlge olarak boyanmiglardir. Bu so-
nuglar daha Snce yapilan benzer galigmalar ile de destek-
lenmektedir. Konfluent Swiss 3T3 fibroblastlari plazma
membrani ile yapilan galigmada, molekiil agirligi 115 - 150
kD glikoprotein bandlaranin WGA ile boyandigi ve fibronek-
tinle iligki kurdugu.(Urushihara ve Yamada 1986), molekiil
agirligi 100 - kD ile 140 - kD arasindaki bandlarain WGA
ile tek bir band olarak boyandiZi (Burridge 1976) belir -

tilmigtir.
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Ricinus communis aglutinini 120 - kD agirli¥inda,

tetramer yapida, kuvvetli bir toksin ve eritroaglutinindir.
PH degigikligine, proteolizislere ve tekrarlanan dondurma
ve ¢Ozme olaylarina dayaniklidir (Olsnes ve ark. 1974).
Bu lektin tercihen B - D galaktositlerle etkilegir. Bu ne-
denle Con A gibi genig spektrumlu lektinlerden gok daha
segicidir ve daha az glikoproteine baglanir (Debray ve ark.
1981, Kaifu ve Osawa 1976).

Insan derisi fibroblastlari total ekstrakti ile
yapilan benzer bir galigmada Gordon ve Pena (1982) 220 -
kD molekiil agirligindaki glikoproteinin Riginus communis
aglutinini ile boyandiZini belirtmiglerdir. Bu galigmada
fare 3T3 fibroblastlarai total ve deterjan ekstraktlaranda
220 - kD agarliZindaki glikoprotein, ayni lektin ile boyan-
migtir. Ozellikle quiescent hiicrelerin deterjan ekstrakt-
larinda fibronektinin bulunduZu bSlge gok koyu olarak bo-
yanmigtir. Molekiil agirligi yaklagik 150 - kD olan gliko-
proteinden fibronektinin bulundugu b6lgeye kadar olan bol-
ge, quiescent hiicrelerin deterjan ekstraktlarinda, diger
hiicre ekstraktlarindan ayirt edici olarak boyanmigtir. Bu
sonug Nicolson ve Lacorbiere (1973) tarafindan yapilan ag-
lutinasyon galigmalari ile de desteklenmektedir. Aragtiri-
cilar, konfluent hiicrelerin goZalan hiicrelerden 2,5 defa

daha fazla Ricinus communis aglutinini bagladiklarini kay-

detmiglerdir. 220 ~ kD glikoprotein civciv embriyo fibro-

blastlarinin baglica Ricinus communis aglutinini baglayan

glikoproteini olarak bildirilmistir (Burridge 1976).

insan derisi fibroblastlarinin total ve Triton X
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100 ekstraktlarinda 140 - kD glikoprotein Ricinus communis
aglutinini reaktif olarak kaydedilmigtir (Gordon ve Pena
1982) . Bu glikoprotein muhtemelen bu galigmada 150 - kD
olarak belirtilen glikoproteindir.

Bu galigmada, molekiil aZirligi yaklagik 78 - kD
olan glikoprotein, konfluent ve gogalan hiicrelerin Triton

X - 100 ekstraktlarinda bagslica Ricinus communis aglutini-

ni baglayan glikoprotein bandi, molekiil aZirliZi 68 - kD
olan bandin ise goZalan hiicrelerin total ve deterjan eks-
traktlarinda dominant olarak bulunduZu tesbit edilmigtir.
68 - kD band, konfluent hiicrelerin total ekstraktinda Ri-

cinus communis aglutinini reaktivitesi ydniinden Onemli de-

recede azalma gostermekte, bu hiicrelerin deterjan ekstrak-

tinda ise bulunmamaktadar.

Lotus tetragonolobus ve Ulex europeus lektinleri-

nin ikisinin de terminal L - fukoz baglamasina kargin fuko-
zun kurduZu baz durumuna goére birbirlerinden farklilik gos-
terirler (Kabat ve Pereira 1974, Pereira ve ark. 1978, Vi-
tale ve Krusius 1982). Her iki fukoz baglayan lektin, quies-
cent ve gogalan hiicrelerin total ekstraktlarinda birgok gli-

koprotein bandini boyamiglardir. Lotus tetragonolobus lek-

tini ile boyanan en dnemli bandlar, 220 - kD, 205 - kD, 105
kD, 55 - kD, 32 - kD ve molekiil agirligi yaklagik 10- kD
olan glikoproteinlerdir. Quiescent ve goZalan durumdaki hiic-
relerde, boyanma farki gésteren tek band 47 - kD'dir. Bu
band ¢oZalan hiicrelerde daha koyudur.

Ulex europaeus lektini goZalan ve quiescent durum-

daki hiicreler arasinda, L - fukoz ihtiva eden glikopro-
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teinler agisindan herhangi bir farklilik gistermemigtir.
Molekiil agairlaiZi yaklagik 220 - kD, 170 - kD, 110 - kD, °
105 - kD, 66 - kD, 55 - kD ve 47 - kD bandlar, Ulex euro-
paeus lektini ile boyanan baglica bandlardair. Bu lektin
hiicrelerin deterjan ekstraktlarinda 220 - kD glikoprotein
bandini boyamamigtair.

Gordon ve Pena (1982) insan derisi fibroblastlar:
ile yaptiklari benzer galigmada, Ulex europaeus lektini ile
6nemli hig¢ bir glikoprotein bandinin boyanmadiZini belirt-
miglerdir. Gordon ve Pena galigmalarinda 10 pg/ml lektin

kullanmiglardir. Ulex europaeus lektini igin Gordon ve Pena

tarafindan kullanilan konsantrasyonun yetersizligi, lektin
konsantrasyonlarini optimize etmek igin yapilan &ndeneme -

ler sirasinda, tarafimizdan da gtzlenmigtir.
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